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早期 断奶 对 仔猪 空肠 和 回肠 兴奋 性 氨基 酸 载 体 1 表达 的 影响 ! 
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(1. 黑龙 江 八 一 农垦 大 学 动物 科技 学 院 ， 大 庆 163319; 2. 东北 农业 大 学 动物 医学 学 院 ， 哈 


尔 滨 150030; 3. 


黑龙 江 省 动物 疫病 预防 与 控制 中 心 ， 哈 尔 滨 150069) 


摘 要 : 本 试验 由 在 研究 仔猪 出 生 后 10-20 d， 早 期 断奶 仔猪 小 肠 谷 氨 酸 转运 载体 基因 表达 


情况 与 哺乳 仔猪 的 差异 ,试验 分 别 从 40 头 不 同 母 猪 的 仔猪 中 各 选 出 体重 相近 , 10 日 龄 的 “ 杜 


XxX 长 X 大 ”三 元 杂交 仔猪 1 头 ， 


FE 40 头 仔猪 ， 随 机 不 配对 分 为 2 组 ， 每 组 20 头 仔猪 ， 对 照 


组 (哺乳 组 ) 为 哺乳 仔猪 ， 随 母 猪 喂养 ， 试 验 组 〈 断 奶 组 ) 为 断奶 仔猪 ， 隔 离 断奶 饲养 ; 试 


验 期 10 d。 饲 养 结束 ， 每 组 随机 取 12 只 仔猪 ， 宣 杀 取 空肠 和 回肠 ， 测 定 谷 氨 酸 转运 载体 兴 


奋 性 氨基 酸 转 运载 体 1 (EAAC1) 蛋白 质 表 达 情 况 和 游离 氨基 酸 含量 。 结 果 显 示 ， 断 奶 显著 
A 


降低 了 仔猪 空肠 和 回肠 EAACI (57 和 73 ku) 及 其 相关 和 蛋白 谷 氨 酸 转运 联合 蛋 


(GTRAP3-18) (50 ku) 的 蛋白 质 和 基因 表达 量 (P<0.05)。 断 奶 提 高 了 仔猪 空肠 游离 谷 氨 


酸 和 总 氨基 酸 含量 ， 却 降低 了 仔猪 回肠 游离 谷 氨 酸 和 总 氨基 酸 含量 ， 差 异 显著 (P<0.05)。 


结果 提示 ， 早 期 断奶 降低 EAACI 和 GTRAP3-18 的 蛋白 质 含量 ， 这 可 能 与 早期 断奶 仔猪 遭 


受 营养 谷 氨 酸 缺乏 导致 的 肠 道 氨基 酸 吸收 转运 障碍 有 关 。 


图 分 类 号 : S828 


关键 词 : 仔猪 ， 断奶 ， 谷 氨 酸 转运 载体 ，EAAC1; 小 肠 
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BAIR (Glu) 作为 动物 兢 膜 主要 的 能 源 物 质 之 一 ， 是 仔猪 断奶 时 的 条 件 性 必需 氨基 酸 


由， 对 仔猪 生长 发 育 及 肠 道 茜 膜 生 长 和 修复 起 关键 作用 。 谷 氨 酸 在 肠 道 中 不 能 被 动 吸收 ， 必 


须 依靠 转运 载体 进行 主动 运输 。 


兴奋 性 氨基 酸 转运 体 家 族 (excitatory amino acid transporters, 


EAATs) 是 钠 离 子 (Na 依赖 的 高 亲和力 的 谷 氮 酸 转运 载体 户 ， 对 维持 神经 系统 中 的 谷 氨 


酸 平衡 起 重要 作用 。 其 中 的 兴 
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是 EAATs 家 族 中 最 重要 的 一 个 谷 氨 酸 转运 载体 ， 不 仅 因为 EAACI 在 神经 系统 中 转运 


x 


PS 
酸 的 速度 是 其 他 转运 载体 转运 速度 的 近 10 1°), mH EAACI 不 是 神经 系统 特异 的 ， 也 存 


ES 


于 一 些 非 神经 组 织 中 ， 如 小 肠 等 。EA4C1 的 表达 受到 谷 氨 酸 转运 联合 蛋白 glutamate 


transporter associate protein 3-18, GTRAP3-18) fi fava fF AW. TE A SS ARIE AA AZ 


I, GTRAP3-18 通过 与 EAACI 的 C 末端 连接 以 抑制 EAACI 对 谷 氨 酸 的 转运 , 造成 神经 系 


统 中 谷 氮 酸 中 毒 出 。 且 GTRAP3-18 仅 与 EAACI1 结合 并 对 其 调节 ， 与 其 他 EAATs 不 发 生 作 


FAS], EAACI 的 表达 受到 GTRAP3-18 表达 量 的 调节 。 多 数 关 于 EAACI 的 研究 集中 在 神经 


系统 中 ， 肠 道中 的 研究 较 少 。 有 研究 显示 EAACI 基因 缺失 小 鼠 表 现 出 年 龄 依赖 性 黑 质 多 巴 


腕 能 神经 元 的 损失 和 氧化 应 激 的 增加 外， 且 在 阿尔 茨 海 默 氏 病 患者 海马 神经 元 中 发 现 异 常 


EAACI 积聚 由。Fu 5582012 年 首次 克隆 哺乳 仔猪 空肠 EAAC1， 并 确定 在 哺乳 仔猪 空肠 中 ， 


EAACI 的 表达 量 是 变化 的 ， 且 低 初 生 重 的 仔猪 空肠 中 EAACI 的 表达 量 很 低 。 以 上 研究 均 说 


明 EAACI 的 表达 量 与 机 体 非 正常 发 育 或 所 处 的 应 激 及 疾病 状态 奶 息 相关 。 低 的 EAACI 表达 


量 将 影响 谷 氨 酸 的 转运 效率 继而 影响 仔猪 小 肠 的 黏膜 发 育 和 吸收 功能 印 。 断 奶 是 仔猪 生理 应 


激 过 程 ， 失 去 母 源 谷 氨 酸 的 摄取 ， 小 肠 中 EAACI 的 表达 变化 是 怎样 的 尚 不 得 知 。 因 此 ， 本 


试验 在 前 人 研究 的 基础 上 ， 以 哺乳 仔猪 为 对 照 ， 通 过 研究 断奶 时 仔猪 回肠 和 空肠 中 EAACI 


及 其 调节 和 蛋白 GTRAP3-18 表达 的 变化 , 说 明 断 奶 应 激 对 EAACI 表达 的 影响 作用 ， 为 进行 仔 


猪 断奶 时 肠 黏 膜 损伤 修复 机 制 研究 和 提高 仔猪 断奶 前 后 生长 质量 提供 理论 基础 。 


1 材料 与 方法 
Ll ”试验 动物 分 组 与 饲养 管理 


me 


试验 于 2010 年 5 月 在 黑龙 江 省 齐齐哈尔 市 养 猪 示 范 基地 进行 ,分 别 从 40 头 不 同 母 猪 的 


仔猪 中 各 选 出 平均 体重 为 〈4.484+0.26) kg、10 日 龄 的 “ 杜 X 长 X 大 ”三 元 杂交 仔猪 1 头 ， 


共 40 头 仔猪 ， 采 用 单 因素 试验 设计 ， 随 机 分 为 2 组 ， 每 组 20 个 重复 ， 每 个 重复 1 头 猪 。 人 饲 


养 期 10 d。 


哺乳 组 仔猪 在 哺乳 仔猪 舍 随 母 猪 继续 哺乳 10 d; 断奶 仔猪 在 保育 仔猪 舍 饲 养 , 饲 喂 玉米 


-豆粕 型 商业 断奶 饲 粮 10 d， 每 日 早 、 中 、 晚 饲 喂 3 次 ， 自 由 饮水 。 基 础 饲 粮 组 成 及 营养 水 


平 见 表 1. 


Table 1 


表 1 基础 饲 粮 名 


Composition and nutrient levels of the basal diet (DM basis) 


项 目 Items 


原料 Ingredients 
乳糖 Lactose 


p 


简 萄 糖 Glucose 


玉米 Corn 


豆粕 Soybean meal 


玉米 油 Corn oil 


石灰 石 Limestone 


RATS CaHPO4 


WA Iodized salt 


预 混 料 Premix 

林 可 霉 素 Lincomycin antibiotic 
合计 Total 

营养 水 平 Nutrient levels 


粗 蛋 白质 CP 


消化 能 DE/ (MJ/kg) 
AME P 

$5 Ca 

钙 / 磷 Ca/P 


精 氨 酸 Arginine 


HAR Histidine 
异 亮 氮 酸 Isoleucine 
TAR Leucine 


HAR Lysine 


A a " " 
EAR Methionine 


he 
N 
un 
Se 


ELSE? Cysteine 


成 及 营养 水 平 〈 干 物质 基础 ) 


> 
i 


Content 


15.00 


8.52 


15.95 


56.00 


0.80 


1.05 


1.58 


0.50 


0.50 


0.10 


100.00 


26.0 


14.27 


0.92 


0.68 


0.74 


1.87 


0.69 


1.16 


2.07 


1.63 


0.37 


0.42 


% 


ANAM Phenylalanine 1.28 
HSA RR Tyrosine 0.99 
苏 氨 酸 Threonine 1.02 
EAR Tryptophan 0.35 
ARCA? Valine 1.22 


预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提供 Premix provided the following per kg of diet: Fe 180 mg, Zn 195 mg, 
Cu 76.8 mg, Mn 260.0 mg, Se 0.30 mg, 10.5 mg, Co 0.3 mg, VA 13 500 IU. VD 11 250IU, 
VE 15 mg, VK 33 mg, VB; 1.5 mg, VB24.5 mg, VBo 1.5 mg, VBi2 0.018 mg, 烟 酸 胺 niacin 
amine 18 mg, 72 E25 calcium pantothenate 9.6 mg, 叶酸 folic acid 0.3mg, 生物 素 biotin 0.06 


TT mg. 


断奶 仔猪 猪 侈 为 封闭 式 ， 通 风 恨 好 ， 水 泥 地 面 ; 采用 单 栏 隔离 饲养 ， 每 栏 1 头 仔猪 ; 栏 


内 一 角 上 方 距 地 面 0.8 m 处 悬挂 红外 取暖 灯 ， 灯 下 地 面 铺 一 块 0.5 mx1.0 m 的 吸 热 板 ， 以 保 


- 证 仔猪 温暖。 


~ 1.2 试验 样品 采集 与 处 理 


饲养 试验 结束 ， 第 11 日 清晨 ， 从 各 组 中 随机 选取 12 头 ， 共 计 24 头 。 打 开 仔 猪 腹腔 ， 


将 空肠 和 回肠 取出 ,立即 用 庆生 理 盐 水 冲洗 小 肠 内 部 ， 并 从 每 段 肠 的 中 间 取 样 ， 液 氮 冷 冻 保 


存 申 。 冷 冻 后 的 肠 段 样品 ， 用 研 钵 在 液 氮 存 在 的 条 件 下 研磨 成 粉末 状 ， 保 存在 -80 C. 


L3 样品 制备 


ZAPATA: 称 取 约 1.3 g 粉末 状 的 冷冻 的 小 肠 组 织 样品 ， 按 照 1 g 样品 20 mL IRRI 


液 的 比例 , 用 冷藏 的 售 有 蛋白酶 抑制 剂 的 匀 浆 缓冲 液 将 样品 解冻 ， 并 用 多 层 匀 浆 仪 将 样品 勾 


奖 。 匀 浆 时 ， 每 个 样品 16 000 r/min 5]2Z 3 min， 且 每 隔 1 min， 停 顿 20 s。 勾 浆 后 的 样品 ， 


称 量 并 记录 匀 浆 液 的 总 体积 ， 取 2 mL 匀 浆 液 样 品 于 -80 超低温 冷冻 保存 。 


TP 
o 
u 


细胞 内 质 : 采用 镁 离子 (Mg?+) 沉淀 反应 和 4 CC AERA AI 23 TIS E PR JI 


细胞 项 膜 ， 将 余下 的 细胞 内 质 样品 继续 差异 离心 制备 顶 膜 样品 。 


1.4 ”仔猪 谷 氨 酸 转 运载 体 表 达 的 测定 


1.4.1 蛋白质 表达 量 的 测定 多 


内 质 和 项 膜 样品 中 蛋 上 


(p-actin) 为 持家 基 


蛋白 质 印迹 法 CWestern-blot) 测定 : 制 得 如 


J 


(Sc-7761， 圣 克 鲁 斯 生物 国际 有 限 公 司 )，1: 


Wig RA RAW) 作为 蛋 


2000 稀释 ; 


MEEN 1 yg/nL 的 样品 ， 以 肌 动 蛋白 


GTRAP3- 


白质 标准 ， 测 定 组 织 匀 浆 、 细 胞 


因 对 照 进 行 Western-blot. EAACI1 一 抗 为 羊 抗 人 EAACI 多 克隆 抗体 


18 一 抗 为 鼠 抗 人 


GTRAP3-18 多 克隆 抗体 (H00010550-A01, Abnova 公司 )，1: 2000 稀释 ，p-actin 一 抗 用 鼠 


抗 人 单 克隆 抗体 (Bio-rad 公司 )，1:10 000 稀释 ， 二 抗 均 用 免 抗 人 免疫 球 蛋 白 G (CTgG) TX 


fk CBio-rad 公司 )，1:10 000 稀释 。 


1.4.2 


SERIA IR S| HK: 采 


i. AS AREA 


扩 增 物 被 非特 异性 的 基 


应 的 猪 基因 


Gene 


兴奋 性 氨基 酸 


转运 载体 1 


EAACI 


GTRAP3-18 


Wl a E E 


基因 表达 量 的 测定 


: 5’°-CAAACTGGGCCTTTACATGG-3’ 


: 5’-TGTTGCTGAACTGGAGGAGA-3’ 


: 5'-CTGGTATTCACGGGCTTTGT-3' 


: 5'-CCCCCAAACATGGATATGAG-3' 


: 5'-GGATGCAGAAGGAGATCACG-3’ 


] Primer 5.0 软件 对 目的 基因 和 持家 基因 


的 扩 增 引物 进行 设 


| 参照 GenBank cDNA 序列 〈 表 2) ， 由 Invitrogen 公司 合成 。 为 避免 


因 组 DNA 污染 ， 所 有 仔猪 样品 的 mRNA 序列 都 用 


序列 拟 合 ， 并 使 所 有 引物 含有 2 个 外 显 子 区 域 。 
表 2 引物 序列 和 产物 大 小 
Table 2 Primer sequence and product size 
引物 Primer 


大 小 Size/bp 


169 


131 


150 


Spidey 软件 与 对 


GenBank 登录 号 
GenBank accession 
No. 


AY195622 


NM. 001048073 


AY 550069 


-actin 


R: 5'-ATCTGCTGGAAGGTGGACAG-3’ 


RNA hjt 


|4&: 通过 TRIzol 试剂 〈Invitrogen 公司 ) 提取 组 织 样品 中 的 总 RNAI， 经 DNA 


酶 (Invitrogen 公司 ) 处 理 后 , 用 iScript cDNA 合成 试剂 盒 , 根据 试剂 盒 的 说 明 , 合成 cDNA。 


m 


实时 荧光 定量 (RT) -PCR 检测 : 采用 25 uL 反应 体系 ， 体 系 组 成 参见 iQ SYBR Green 


Supermix RT-PCR WIA (Qiagen 有 限 公 司 ) 说 明 书 。 


RT-PCR 的 操作 程序 为 : 反 转 录 程 序 (50 °C, 30 min); 蛋白 变性 程序 (95 C, 15 min); 


扩 增 和 量化 程序 ， 重 复 45 个 循环 (95 “CARPE 15 s, 54 'C 退 火 15 s, 72 "C RETI 15 s); XR 


d 


解 曲线 程序 (60-99 °C, O1 'C/s 的 速度 加 热 ， 且 进行 荣光 测量 )。 


WY 


数据 计算 : 目的 基因 与 持家 基因 相对 表达 量 比 值 的 计算 公式 如 下 。 


R=2-Ct( 目 的 基因 -持家 基因 )。 


AP: R 表示 目的 基因 的 相对 表达 比值 ，Ct 表示 阔 值 的 循环 数 。 


在 这 个 循环 数 下 , 目的 基因 和 持家 基因 都 被 扩 增 了 30 个 荧光 单位 以 上 。 最 佳 的 RT-PCR 


效率 是 根据 公式 100 使 得 RNA 连续 的 稀释 扩 增 得 到 的 ， 且 该 值 在 目的 基因 和 B-actin 上 


数值 是 一 致 的 。 


1.5. 仔猪 小 肠 组 织 中 游离 氨基 酸 含量 的 测定 


采用 高 效 液 相 色谱 仪 〈《 带 二 元 溶剂 洗 脱 体系 和 自动 进 样 器 )、 数 据 工 作 站 、 荧 光 检 测 器 


分 析 柱 (高 效 C18) 进行 测定 。 


16 数据 计算 与 统计 分 析 


本 试验 中 蛋白 质 水 平 的 表达 量 实际 为 目的 蛋白 的 相对 表达 量 。 经 Western blot 分 析 得 到 


的 蛋白 印迹 ， 通 过 Quantity One 软件 (Bio-Rad) 进行 印迹 扫描 ， 将 印迹 换算 成 密度 值 ， 用 


目的 蛋白 /B-actin 印迹 密度 的 比值 作为 目的 蛋白 的 相对 含量 进行 计算 。 


Im. 


采用 SAS 9.0 软件 


和 因素 方差 分 析 Cone-way ANOVA) 进行 单 因素 方差 分 析 。 试 验 


数据 以 平均 值 + 标准 误 或 混合 平均 标准 误 表 示 。P<0.05 视 为 差异 显著 。 结 果 采 用 Fig.P 曲线 


拟 合 软件 绘制 柱状 图 和 曲线 图 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 


KLEE LEW 3.5842.34, MAFLA 


组 仔猪 的 3 


断奶 对 仔猪 生长 性 能 的 


表 3 可见 ,在 10 d 的 饲 


Iu 


zy 


43 断奶 对 仔猪 4 


Table 3 Effect of weaning on growth performance of piglets 


增 重 极 显 著 降 低 (P<0.01)。 早 期 断奶 对 仔猪 的 生长 性 能 具有 


长 性 能 的 影响 


(n=20) 


养 试验 期 间 , 断奶 组 仔猪 的 平均 日 采 食 量 为 (148.50+16.90) g/d, 


仔猪 相 比 ， 断 奶 组 仔猪 的 末 重 显著 降低 CP<0.05)， 同 时 断奶 


项 目 Items "B 3L 2H Suckling 断奶 组 Weaning SEM 
group group 

初 重 Initial body weight/kg 4.18 4.71 0.16 

KÆ Terminal body weight/kg 7.68 5.19* 0.24 
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料 重 比 F/G - 3.58 2.34 
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Fig.2 EAAC1 protein abundance in ileum of piglets 
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Fig.3 GTRAP3-18 protein abundance in jejunum of piglets 
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Fig.4 GTRAP3-18 protein abundance in ileum of piglets 
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GTRAP3-18 mRNA 表达 量 降 低 了 7096, 


肠 中 GTRAP3-18 mRNA 的 相对 表达 量 降低 了 52%， 差 异 显 著 


CP«0.05). 


X5 ”仔猪 小 肠 中 GTRAP3-18 mRNA X E 


Table 5 Intestinal GTRAP3-18 mRNA aboudance in piglets (n=12) 


项 目 Items 哺乳 组 Suckling group 断奶 组 Weaning group SEM 
空肠 Jejunum 0.006 7 0.002 0* 0.001 0 
可 肠 Ileum 0.005 6 0.002 7* 0.000 7 


Pearson 相关 分 析 结 果 显 示 ， 断 奶 组 仔猪 和 哺乳 组 仔猪 空肠 组 织 匀 浆 (720.33, P=0.027, 


n=24), 细胞 内 质 (r=0.54, P=0.019, n=24), 细胞 顶 膜 (r=0.56, P=0.028, n=24) 的 GTRAP3-18 


蛋白 质 表 达 量 与 空肠 中 GTRAP3-18 mRNA 水 平 之 间 呈 正 向 线性 关系 (P«0.050; 且 空 肠 组 织 


5]J€ GTRAP3-18 蛋白 质 与 细胞 内 质 和 细胞 顶 膜 GTRAP3-18 蛋白 质 及 细胞 内 质 GTRAP3-18 


蛋白 质 与 细胞 项 膜 GTRAP3-18 蛋白 质 表 达 量 之 间 均 呈正 向 线性 关系 , 且 差 异 显著 (P<0.05)。 


H 


肠 组织 匀 浆 (x=0.42，P=0.014，n=24)、 细 胞 内 质 (x=0.42，P=0.047，n=24)、 细 胞 顶 膜 


(r=0.15, P=0.029, n=24) GTRAP3-18 和 蛋白质 表达 量 与 回肠 中 GTRAP3-18 mRNA 水 平 之 


间 旦 正 向 线性 关系 (P<0.05)。 且 回肠 组 织 匀 浆 GTRAP3-18 蛋白质 与 细胞 内 质 和 细胞 顶 膜 


GTRAP3-18 蛋白 质 及 细胞 内 质 GTRAP3-18 蛋白 质 与 细胞 顶 膜 GTRAP3-18 蛋白 质 表 达 量 之 


间 均 成 正 向 线性 关系 ， 且 差异 显著 (P<0.05)。 


2.4 早期 断奶 对 仔猪 游离 氨基 酸 含量 的 影响 


2.4.1 早期 断奶 对 仔猪 空肠 中 游离 氨基 酸 含量 的 影响 
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甫 乳 组 仔猪 相 比 较 ， 作 为 EAACI 蛋白质 的 底 物 氨基 酸 ， 空 肠 中 谷 氨 酸 含量 提高 了 


26%， 差 异 显著 (P<0.05); 作为 抗 系统 ASC 氨基 酸 转运 蛋白 2(ASCT2) 蛋 白质 的 底 物 氨 基 


酸 ， 谷 氨 酰 胺 含量 没有 显著 变化 (P >0.05)， 其 他 游离 气 基 酸 ， 苏 氨 酸 、 甘 氨 酸 和 鸟 氨 酸 全 


量 分 别提 高 了 57%, 889048 53%, BARGES (P<0.05) (图 5D. 
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图 5 断奶 对 仔猪 空肠 中 游离 氨基 酸 含 量 的 影响 


Fig.5 Effects of weaning on free amino acids content in jejunum of piglets 
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肠 中 游离 氨基 酸 含量 的 变化 趋势 与 空肠 中 游离 氨基 酸 合 


量 的 变化 趋势 相反 。 作 为 EAACI1 转运 蛋白 的 底 物 氨基 酸 ， 谷 氮 酸 降低 了 43%， 与 哺乳 仔猪 


相 比 ， 差 异 显著 CP<0.05); ASCT2 转运 蛋白 的 底 物 氨基 酸 谷 所 酰胺 降低 了 52%, 
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图 6 断奶 对 仔猪 回肠 中 游离 氨基 酸 含量 的 影响 


Fig.6 Effects of weaning on free amino acids content in ileum of piglets 
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p 


基因 功能 等 。 断奶 后 日 增 重 是 仔猪 生长 的 


影响 ， 则 说 明日 粮 营 养 供 给 足够 仔猪 需要 ,仔猪 适应 从 母乳 到 饲料 的 变化 ， 并 且 肠 道 发 育 


一 个 重要 表 观 指标 ， 与 哺乳 仔猪 相 比 ， 若 未 受到 断 


也 适应 饲料 采 食 。 但 在 实际 生产 中 ， 断 奶 时 有 10% 的 仔猪 死 于 这 种 生理 应 激 ， 离开 


母 猪 的 外 环境 应 激 , 另 一 方面 就 是 从 母乳 到 饲料 对 肠 道 内 环境 和 黏膜 发 育 的 应 激 。 断 奶 应 激 


不 仅 引 起 骨 肠 道 功 能 的 改变 ， 而 且 还 会 影响 到 脑 - 肠 轴 功能 的 调节 40。 仔 猪 在 断奶 过 程 中 ， 


由 于 营养 条 件 和 环境 的 改变 ， 引 起 仔猪 的 采 食 量 下 降 。 因 此 与 正常 哺乳 的 幼 畜 相 比 ， 由 于 仔 


猪 骨 肠 道 未 发 育成 熟 ， 断奶 会 导致 仔猪 生 的 长 性 能 降低 。 在 本 研究 中 ， 早 期 断奶 仔猪 显示 出 


明显 的 断奶 应 激 症 状 ， 断 奶 仔猪 的 平均 日 采 食量 为 148.5 g， 明 显 低 于 NRC (1998) 饲养 标 
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研究 表明 仔猪 在 断奶 时 ,断奶 应 激 引 起 肠 道 
消化 与 吸收 功能 ， 进 而 影响 仔猪 的 生长 发 


EAACI 是 最 主要 的 谷 氮 酸 转运 载体 ， 


240 g/d 的 平均 日 采 食量 ， 断 奶 仔猪 的 平均 日 增 重 明显 低 于 同期 哺乳 组 仔猪 。Gu $02 


首 结构 和 功能 的 巨大 变化 , 直接 影响 着 仔猪 肠 道 的 
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它 广 泛 地 分 布 于 整个 细胞 体 。 目 前 为 止 ， 很 多 的 
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研究 都 集中 EAACI 在 中 枢 神经 系统 的 谷 氮 酸 转运 上 ， 很 少 有 EAACI 在 仔猪 小 肠 黏 膜 表达 


的 研究 报道 。 本 试验 通过 研究 早期 断奶 仔猪 肠 道 组 织 EAACI 蛋白质 表达 量 及 其 mRNA 水 


平 的 变化 ， 揭 示 断 奶 对 谷 氨 酸 转运 的 影响 。 试 验 结果 显示 ， 早 期 断奶 明显 降低 了 仔猪 小 肠 


EAACI 蛋白质 表 达 量 和 mRNA 水 平 。Watabe 等 0 用 HEK293 细胞 为 模式 研究 并 证 明 ， 


GTRAP3-18 反 辐 调节 EAACI 的 活性 和 细胞 内 谷 胱 甘 肽 的 含量 ， 并 顺 次 影响 对 氧化 应 激 的 


易 感性 。 分 化 、 热 应 激 和 氧化 应 激 都 会 提高 人 体内 GTRAP3-18 蛋白 质 的 分 离 "3， 即 


GTRAP3-18 和 蛋白质 表 达 量 或 mRNA 水 平 在 遇 到 氧化 应 激 时 都 应 该 升 高 ， 而 不 是 降低 。 本 试 


验 结果 显示 ， 早 期 断奶 降低 了 GTRAP3-18 在 仔猪 空肠 和 回肠 组 织 中 的 蛋白 质 表达 量 及 其 


mRNA 水 平 ， 也 就 是 说 ， 断 奶 应 激 在 仔猪 肠 道 组 织 中 表现 的 反应 结果 与 热 应 激 等 氧化 应 激 


不 一 致 。 断 奶 仔猪 遭受 生理 应 激 ， 需 要 从 人 饲 粮 中 摄取 更 多 的 保护 肠 黏 膜 的 谷 氨 酸 。 有 研究 显 


示 ， 谷 氨 酸 摄取 效率 提高 时 会 引起 GTRAP3-18 蛋白 质 表 达 量 的 降低 100。 本 试验 结果 显示 ， 


断奶 仔猪 空肠 中 谷 氮 酸 浓度 升 高 ， 同 时 伴随 断奶 仔猪 空肠 GTRAP3-18 蛋白 质 表 达 量 降低 ， 


与 Lin 等 鸣 的 研究 结论 一 致 ， 然而 断奶 仔猪 回肠 中 谷 氨 酸 含量 却 降低 ，GTRAP3-18 表达 量 


也 降低 ， 关 于 GTRAP3-18 在 应 激 或 疾病 中 起 的 具体 作用 及 机 制 还 不 明确 ， 有 竺 进一步 研究 


[5], 


谷 氨 酸 为 兴奋 性 氨基 酸 ， 可 被 EAACI1 转运 。 本 试验 结果 显示 ， 早 期 断奶 仔猪 回肠 组 织 


中 游离 谷 氨 酸 含量 明显 降低 ,与 此 相反 ,游离 谷 氨 酸 含量 在 空肠 组 织 中 却 明显 增加 。 有 研究 


显示 ，EAAC1 在 小 肠 中 的 表达 主要 是 在 空肠 中 中， 而 且 小 肠 中 谷 氨 酸 跨 膜 转运 的 效率 和 能 


力 由 EAACI 表达 的 变化 进行 调控 09。 因 此 我 们 推测 ， 断 奶 仔猪 空肠 组 织 中 大 量 的 EAACI 


转运 游离 谷 氨 酸 ， 以 提高 机 体 对 谷 氨 酸 的 摄取 量 , 与 此 同时 EAACI 被 消耗 , 表达 水 平 降低 ; 


而 回肠 组 织 中 EAACI 表达 量 少 ， 对 谷 氨 酸 转 运 效 率 相对 低 ， 因 此 与 哺乳 仔猪 相 比 ， 断 奶 仔 


猪 回肠 中 游离 谷 氨 酸 降 低 。 当 然 谷 氨 酸 含量 的 变化 不 仪 与 其 转运 相关 ， 同 时 还 受到 谷 氨 酸 - 


谷 氨 酰 胺 循环 的 影响 。 


4 结 论 


总 的 来 说 ， 受 到 早期 断奶 应 激 ， 仔 猪 空肠 组 织 膜 上 EAACI 表达 量 降低 ， 消 耗 的 EAACI1 


提高 了 对 断奶 仔猪 空肠 中 谷 氮 酸 的 转运 ， 提 高 了 空肠 中 谷 氨 酸 等 游离 氨基 酸 的 含量 ， 并 伴随 
14 


了 EAACI 调节 和 蛋 F 


GTRAP3-18 表达 量 的 降低 ; 而 断奶 仔猪 
低 的 同时 ， 其 对 谷 氨 酸 转 运 的 效率 和 能 力也 降低 ， 导 致 


回肠 组 织 膜 上 EAACI 7 
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Effects of Early Weaning on Jenunal and Ileal Excitary Amino Acid Aarrier 1 Expression of 
Piglets 
CUI Yizhe! WANG Qiuju!*" SU Jing? Ll Yue! ZHOU Yaqiang! CHEN Ling! 
(1. College of Animal Science and Veterinary, Heilongjiang Bayi Agricultural University, Daging 
163319. China; 2. College of Veterinary Medicine, Northeast Agricultural University, Harbin 
150030, China; 3. Heilongjiang Province Animal Epidemic Prevention and Control Center, 


Harbin 150069, China ) 


Abstract: This study was conducted to examine the effects of early weaning on adaptive changes 
in glutamate transporter gene expression in comparison with the suckling counterpart in the pig 
during the ages of 10 to 20 days. A total of 40 ternary hybrid piglets, with a similar body weight 
randomly taken from 40 different sows at 10 days of age, were divided into 2 groups. The trial 
group were 20 suckling piglets randomly obtained from 20 different sow litters, were allowed to 
continue suckling with their sows as the suckling group for 10 days; the 20 piglets of the weaning 
group were taken from another 20 different sow litters, moved off-site and weaned on a weaning 
diet for 10 days according to standard swine industry early weaning practices. At the end of the 
trial, 12 piglets were randomly taken from each group to remove the jejunum and ileum, and gene 
expression of excitatory amino acid carrier 1 (EAAC1) and free amino acids content were 
determined. The results showed that weaning significantly decreased the abundance of the 
EAACI (57 and 73 ku) and glutamate transporter associate protein 3-18 (GTRAP3-18) (50 ku) 
protein and RNA expression in jejunum and ileum of piglets (P<0.05). Weaning significantly 
increased the contents of glutamate and total free amino acids (P«0.05), while the contents of 
glutamate and total free amino acids in ileum were significantly decreased (P<0.05). In conclusion, 
early weaning decrease jejunal and ileal EAAC1 and GTRAP3-18 protein expression and this may, 
in part, be related to early weaned piglets suffered from lack of nutrition leading to intestinal 


glutamate uptake disorder. 


Key words: piglet; weaning; glutamate transporter; EAAC1; small intestine 
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